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缶詰由来の Clostridiu m Q or曙 どn eS I型菌 くC． si，O rq ge n eSに特徴的な
L L
M edu sa he ad
，，
の コ ロ
ニ ー を形成す る菌群っと， I工塾薗く不整円型ある い は 円形ボ タ ン状 で s m o oth型の コ ロ ニ ー を形成す る菌君判
の 鑑別性状を求め た． 先ず， 教室保存の C． 砂 卯 喝 闘 購 30株 と8種類の異な っ た基経培地を用い て， 糖分鰐
皮応の術式， 判定基準を検討 した． 糖 添加培地培養液 と糖無添加基礎培地培養液 との pH 善が 0．5以上を
判定基準 仏pH O－5法うと した場合， い ずれの 基礎培地に お い て も糖分解反応の陽性 ， 陰性の判定が容易で
あ っ た． ApH O．5法 の有用 性 は病原性クロ ス トリジア8菌種175株 に お い て確認 され た． こ の事実 に基 づ い
て， ApE O．5法に よ り C． 頭0ナ曙 g乃eS工塾 軌 工王塾薗の糖分解性状 を検討 し た結果， I型菌で は全株が セ ロ
ビオ ー ス 分解陽性 であっ た の に 対 し， H塾薗で は 41株中わずか 6株く15％1が陽性であ っ た． C． ゐ0払方乃鋸 桝
ん190に対 し て， 工型薗全株が強い 溶菌酒性 を示 した の に対 して， 工工型 菌で はわ ずか 4株く10％うが溶菌活
性を示 した に過ぎな か っ た
．
また， 液体培地に お ける増殖 はI型菌は工工塾菌 よ り明 らか に良好であっ た．
以 上 まと め ると， C． 蜘 ，聯 抑留ぶ 工 塾菌， 工工型菌 の 間に は， コ ロ ニ ー 性状， 耐熱性， 胞子形成能に押えて，
セ ロ ビオ ー ス 分解能， C 如祝古雅祝 椚 ん190に 対 す る溶薗活性お よび液体培地 にお け る増殖度 に明らか な差
異が認め られ た．
Ker w o rds Clbstridiu m QoYtm n eS， S ugarfer m entatio n re a ctio n，diffe re ntial
Criteria， identific ation of clostridia．
前野Iで著者 は缶詰由来 の C わざわ 磁 祝椚 車 の 聯 乃g5
がそのコ ロ ニ ー 性状か ら 2群 に分 けら れ， それ ぞ れ 工
型菌， H型菌 と命名 し， こ れ に つ い て検討 した 成績 を
報告 し た． す な わ ち C 頭0ナ聯 乃gざに 特 徴 的 な
L L
Medu s ahe ad，， の コ ロ ニ ー を形成す る 菌株 を I 塾菌
とし， 不 整円形あるい は 円形 ボ タ ン状 で s m o oth 型 の
コ ロ ニ ー を形成す る菌株 を工王型薗と し た． H型薗は蛋
白分解性 C 血油壷肋仰乙 如血麒 那 甜 と 諸 性状 が 酷似
し2I， DN A．D N A相同性試験 に お い て も区別 し得 な い
薗群であ っ た3川 ． 工型 ， H 型の 菌群 の 間に は， D N A．
D N A相同性で 約 30％異 な る こ と， 耐熱性 ，胞 子形成能
に 差異が あ る こ と を前報りで 明 らか に した． 本報 に お
い て は， 糖分解能 を含 む生物学的性状 の差異に つ い て
さ ら に 検討 を加 えた
． 元来， C． 砂 肝 喝 珊 闇 は糖 を加 え
ない 基礎培地で増殖 させ た 時， 著 しく培地が ア ル カ リ
性に 傾く こ と， か つ 用い た基礎培地 の 種類によ っ て ア
ル カ リ性 の 度合に 差の ある こ と を経験 して い る の で，
こ のよ う な薗種 に 対 して， 糖分解反応 を正 確 に 判定す
る に は， 被験 培地培養液と糖無添加基礎培地培養液 と
を対比させ る こ とが 必要で は ない か と考え た． こ の方
法 は他 の C わざかょ血 別 の 糖分解反応の 判定の際 に も有
効 で は ない か と考 え， まず こ の 方法 に つ い て詳細 に検
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討を試み た．
材 料 と 方 法
工 ． 使用菌株
前額りで報告 した， 缶詰由来の C． 車0叩 那 花 お 工型薗
くC． 頭0 ナ聯 neS に特徴的な
LL
M edu sahe ad
，，
の コ ロ
ニ ー を形成 し， C． 永池扉毎朝 彿 A －190 と約 70％の DN A－
D N A相同性 を示 す菌群う21株 と， C． 砂0叩 卵 乃 俗 II型
薗 く不整円型あるい は 円形 ボ タ ン状 で s m o oth 型 コ ロ
ニ ー を形成 し， C． 占0如 だ乃祝 椚 A －190菌 と80％以上 の






ニ ー を示 す C． 卸0，喝甘兜 お 30株2I． 病 原性 C わざ擁虎視朋
8 菌 種 175株 こ 第 I 群くs a ccharolytic spe cie slニ C．
ぶ密ガ撤 桝く15株う， C d 地肌 肌 封25株う， C． カgて桁ナ堵管 那
く20株1， C． botulin u mE 塾く12株l， 第II群くpr ote oly－
tic a nd s a c cha r olytic specie sIニ C sordelliiく26株1，
C． 占的I 間 g 雅お乃ぶ く21株I， C． お 血助 粕 淵 A， B， F塾
く31株ン， 第II群くpr ote olytic but n o n－ Sa CCha r olytic
SpeCie射 C． histoblticu m く12株l， C． tehmiく13株1．
工 ． 糖分 解試験用培地
ペ プ ト ン ， 2％くWノVンニ 塩化 ナ ト リウ ム ，0．5％くWノ
VH シ ス テ イ ン 塩酸塩， 0．05％くWノVH 寒天 ， 0．1％
くWノVIくpH 7．2I を基礎培地 と した． ペ プ ト ン と して，
以下の ペ プ ト ン を用い た ． ポ リ ペ プ ト ン く大五 栄養，
大阪う， ポ リ ペ プ トン Sく大 五栄養J， プ ロ テ オ ー ス ペ プ
ト ンく大五 栄養1， パ ク ト ペ プ ト ンくDifc oコ， プ ロ テオ ー
ス ペ プ ト ン No ．2くDifc ol， フ ィ トン ペ プ ト ン くB B Lコ，
トリ プ チケ ー ス ペ プ ト ンくB B Ll． G A M糖分解用半流
動寒天培地 く日水製薬， 東京I も基礎培地と して用 い
た ．
m ． 糖分解試験
小試験管 く12XlO6m ml 中の 基礎培地 3 mlに ， 東
洋濾紙 鮎 S Bく東洋， 東京うを用 い て濾過滅菌 した 糖を
最終濃度1％くWハり にな る よ う に 加 えて， 肝片加肝
臓ブ イ ヨ ン で 16－ 18時間培養 し た 被験菌液 0．15ml
を接種 した． た だ し， エ ス タ リ ン ， イ ヌ リ ン ， サ リ シ
ン は最終濃度 0．5％ くWノVコ に 加 えた ． 3 70Cに て 一 週
間培養後， Ze ro m aticS S－ 3型 pH メー タ ー くべ ッ ク
マ ン 一 束芝， 東京1 で pH を測定 した．
叩 ． 糖分 解反応の 判定
糖分解反応の最適判定基準 を決定す る た め に ， 教室




M edu s ahe ad，， の コ ロ ニ ー を形 成す る 菌株であ
る
．
フ ル ク ト ー ス ， グ ル コ ー ス を分解陽性楓 ガラク
ト ー ス ， マ ン ノ ー ス を分解陰性糖 と して用 い た Par．
tridge ら の 方法51に よ り， ガ ス ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー を
用 い て， 被験 30株 に よ り前 2者 の 糖は 分解 され， 後2
者 の 糖 は ま っ た く 分解 され な い こ と をそ れ ぞれ確認し
た
一 糖 分解反応の判定に 際 して ， 従来 は被験培養液pH
が 6．0 以下の 値を示 した 時分解反応が陽性 と判定され
た く以下最終 pH 6．0法と 呼ぶI． こ れ に 対 して 本報で
は， 糖添加培地培養液と糖無添カロ基礎培地培養液との
pH 差が 0，5以上 の 時分解反応 が陽性 と す る方法を検
討 し た く以下 ApH O．5法と 呼ぶl． ApH O．5法の詳細
は成績の項 に 記述 した． 糖分解判定法 の 適否を判断す
るた めに ， 被験糖 と して病原性 Cわぶわ首d古び肌 属におい
て， その 分解性状が Be rgey
，
s m a n u al ofdete rmin a．
tiv eba cte riolog y第 8版引 く以下 Be rgey
，
s m an uaり
に お い て く廿
，
と記載さ れ て い る糖 を検討 した． f廿， と
は被験薗種 の 11へ 89％の 菌株が 陽性 の 場合 に 用いら
れ ， こ れ に 対 して 一く＋，， は 90％以上 の 菌株 が陽性の場
合， 山 一ーH は 10％以下 の菌株が陽性 の場合に 用 い られる
記号である
． 各菌株 に お い て ， 糖分解試験 を同 一 条件
下で 5 回繰 り返 し， 5回の 測定 の 平均値で 各菌種にお
け る糖分解性状 を決定 した ．
T V． 生 物学 的性状 の 検討
1 ． 薗の 増殖度
小試験管 く12XlO6m ml 中の 肝片加肝 ブイ ヨ ンで
37
0
C， 16時間培養 した 菌液0．5mlを， 2％ くWIVl
トリ プチ ケ ー ス ペ プ ト ン くB B Ll， 1％ くWIVl 酵母
エ キ スeDifc ol， 0．5％くWノV げ ル コ ー ス ， 0．5％くWI
Vン塩化ナトリウム， 0．05％ くW ハり シ ス テ イ ン塩酸塩
を含む培地 く以下 T Y G培地と す る1 10mlに 接種し，
37
0
Cで培養 し島津ス ペ ク ト ロ ニ ッ タ 20光電比色計鳩
津， 京都J を用 い て 経時的 に O D5 60n m を測定 した．
2 ． マ イ ト マ イ シ ン C感受性試験
中試験管く17X165m ml 中の 10ml の T Y G培地に
培養 した対数増殖期初期くOD5 60 n mニ 0．10－0．ユ，引 の培
養菌液 に ， マ イ ト マ イ シ ン Cく三 共 ， 東京Iを最終濃度
が 1 ノ上gノmlに な る よう に加 えて ， 経時的に O D56 0n mを
測定 し， 溶菌を起 こ した も の を感受性陽性 とした2I．
3． C． 占0加古乃祝 椚 A －190くA 型1 に 対す る溶菌活性
C． botulin u mA－190 を T Y G培地 を用 い て， 37
0
Cで 18
時間培養 した菌液 0．1ml を， T YG 寒天 平板培地 に均
等 に 塗布 した． 被験菌を T Y G培地 に お い て 18時間培
Clbsbidiu m 申OYtm n eSI C． iehm乙 Closbidiu m ieklniI DN A， de o xyribo n u cleic a cidI
M C， mito mycin C三 O D， OPtic al de n sity ニTY G， try ptic a seye ast extr a ct glu cos eニ V PI，
Virginia Polytechnic In stitute．
2 群の C 血血 溺 抑 り 如 明 卿 臓 の 鑑別性状
養した菌液 の
一 白金耳量 を， 上 述の 平板培地 上 に ス
ポッ トして ，37
0
C， 48時 間水素ガ ス 下で嫌気培養 した．
指示薗 C． 如薇尤 肋 刑 A －190に 対す る溶菌斑の 形成 の
有無で ， 溶菌活性の 有無 を判定 した ．
成 績
1 ． C． 頭07聯 乃gSの 基礎培地培養液 の 最終 pE





の コ ロ ニ ー を形成す るフを各種基礎培地に 7 日
間培善した際の平均最終 pH は使用 した ペ プ ト ン の 種
類に より著 しく異 な り， ペ プ ト ン の種類 に よ り 2群 に
分かれ る こ と が わ か っ た く表 11． すな わ ち ， ポ リペ
プト ンS， パ ク トペ プ ト ン お よび フ ィ ト ン ペ プ ト ンく第
I瓢 をそれ ぞれ 加 えた基礎培地培養液に お い て は，
平均最終 pH は著 しく酸性 に 傾 き， そ れ ぞ れ 6．66，
6．69， 6．76 の値 を示 した． こ れ に 対 して， プ ロ テオ ー
スペ プ トン No ．2， ポ リ ペ プ ト ン， トリ プ チ ケ ー ス ペ プ
トン， プ ロ テ オ ー ス ペ プ トン し第工工群コ を それ ぞ れ加
えた基礎培地培養液に お い て は， 平均最終 pH は逆 に
アルカ リ性に 傾 き， それ ぞれ 7．18，7．24， 7．2 9，7．30 の
値を示 した． プ ロ テ オ ー ス ペ プ ト ン No ．2 を加 え た基
礎培地培養液 に お け る平均最終 pH は7．18 を示 し， 薗
末接種基礎培地の pH く7．2I に 最も近 い 値 を示 した．
また， 同 一 の基礎培地に おける薗株間の 最終 pH の 変動
はプロ テオ ー ス ペ プ ト ン No．2 基礎培地 にお い て最も
小さくく最低 pH， 7．00 ニ最高 p軋 7．40う， 逆に ポ リペ
プトン S 基礎培地 に お い て最も大 きか っ たく最低 pH，
6．35 ニ最高 p払 7．09フ．
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II．糖分 解反 応の 判定基準の 検討
C． ゆ0叩 邸 乃gぶ30株 を用 い ， フ ル ク ト ー ス ， グ ル コ ー
ス を分解陽性糖， ガ ラク ト ー ス ， マ ン ノ ー ス を分解陰
性糖の対照 と して， それ ぞれ 30株全株陽性 く陽性率
100％フ， 30株全株陰性く陽性率0％I と判定され る よ
う な判定基準を検討 した． な お， 用い た C 政 明 卿 昭
30株 におい て， こ れ ら糖の 分解性状が それ ぞれ 完全 に
陽性ある い は陰性である こ と は， ガ ス タ ロ マ トフ ィ ー
を用 い て培地の 被験糖量 を測定す る こ と によ り予め確
認 した く成績略，．
被験培養液の最終 pH が 6．0 以 下 を陽性 と す る 従
来か らの 方法く最終 pH 6．0 射 で 判定した場合， 得 ら
れ た成績 は用い た ペ プ ト ン の種類に よ り著 しく変動 し
たく表 2フ． プ ロ テ オ ー ス ペ プ ト ン基礎培地， G A M糖
分解用半流動培地 に お い て は，全株と も フ ル ク ト ー ス ，
グル コ ー ス の分解反応 は陰性 と誤 っ て判定され た． パ
ク トペ プ ト ン 基礎培地 を用 い た 場合 に 最も良好な成績
を示 し， グ ル コ
ー ス に つ い て は全株分解陽性， フ ル ク
ト ー ス に つ い て も 1株 を除い て全株分解陽性 と判定 さ
れた
．
そ の 他の ペ プ トン を用 い た基礎培地にお い て は
相当数の薗種が フ ル ク ト ー ス ， グル コ ー ス につ い て分
解陰性と誤 っ て判定 され た． 判定基準を pH 6．20ある
い は pH 6．50に 設定 し た場合 も ほ ぼ 同様 の成績 を 示
し， 特 に 相当数の菌株が， 分解陰性 である べ き ガ ラ ク
ト ー ス ， マ ン ノ ー ス に つ い て分解陽性と誤 っ て判定 さ
れ た
．
続 い て， 糖を加 え ない 基礎培地培養液と被験培地培
養液との pH 差 くAp抑 を糖分解反応の判定基準 と し
Table l． Va riable 血 alpH of 30 Clo stridiu m sporogen es c ult resin diffe re ntba sal m edia
Ba sal m ediu mホ
So u rc e
of
pepto n e
Fin alpH of 7
－day c ultu re




Poly pepto n eSくDaigoI
Bacto pepto ne のifc oI
PhYtO npeptO n eくB B LJ
Prote os epepto ne No． 2くDifc oI
Poly pepto n eくDaigoJ
Try ptic as epeto n eくB BLI
Pr oteo s epepto n eくDaigoI















奪 Basalm ediu rnin clude sthe speciaed pepto n e at 2％くWIVl．
＋＋
Me a npH こ




Table 2． Evalu atio n of fer m entatio n rea ctio n of 30 Clo stridiu msz，07聯 n eSStr ain sby the
C On V e ntio n al m ethodホ
Ba sal peptone m ediu m
頼
Pe rc e ntage
榊
of positive str ain s
Fr u 榊 事 Glu Gal
Polypepto n eS maigoJ
Ba cto pepto n eくDifc oJ
P hyto n pepto n eくB Bり
Prote o s epeptone No ．2くDifc oJ
PolypeptoneくDaigoI
Tryptic a s epeptoneくBBU
Pr ote o sepepto n eのaigoI











































叫 Ba sal m edium includesthe spe ciaed peptone at2％くWIVJ．
冊 ％ こ 一 斑監毘慧謡詣一十XlOO
冊 ＋Fr u， fru CtOS ei Glu， glu c os ei Gal， gala ctos ei M a n， m an nO S e．












Ba sal pepto n e m ediu m
． ＋
Pe r c e ntage
榊
of po sitiv e strain s
Fr u事 一書奪 Glu Gal
Polype ptO n eSくD aigoI
Ba cto pe ptOn eくDifc oI
Phyto npepton eくB B LI
Pr ote o sepepto n eNo． 2くDifc oI
Polypepto n eくDaigoI
Try ptic a s epepto n eくB B LJ
Prote o sepe ptO n eくDaigoン




























































．．．．Refer to thefo otn ote s of Table 2．
た場合， ペ プ トン 培地 の相違 によ る成績の変動は著 し
く減少 した ． ApH の 最適 レ ベ ル を求 め て， 判定基準 と
して ApH が 0．3， 0．5 あ るい は 1．0 と したそ れぞ れの
条件下で検討 した． ApH が 0．3 を判定基準と し た場
合， い ずれ の ペ プ ト ン基礎培地 にお い て も ア ル ク ト ー
ス
， グ ル コ
ー ス に つ い て は全株が分解陽性 と正 しく判
定 され たが， 分解陰性である べ きガ ラ ク ト ー ス ， マ ン
ノ ー ス に つ い て相当数の菌株が分解陽性 と誤 っ て判定
され た く成腐略1． これ に対 して ApH が 1．0 を判定基
準 と した場合， い ずれ の ペ プ ト ン 基礎培地 におい て も，
ガ ラク ト ー ス ， マ ン ノ ー ス で は全株 が分解陰性と正 し









グ ル コ ー ス に つ い て相 当数の菌株が分解陰性と誤って
判 定さ れ たく成績略フ． し か しな が ら， ApH が 0．5 を判
定基準く以下 ApH O．5法と 呼ぶう と した場合， いずれ
の ペ プ トン 基礎培地 にお い て も偽陽性反応ある い は偽
陰性反応が ほと ん どみ られ ず， パ ク トペ プ ト ン， プロ
テ オ ー ス ペ プ ト ン No ．2， ポリ ペ プ ト ン ， トリ プチケ
ー
ス ペ プ トン を それ ぞ れ加 えた 基礎培地 に お い て は， フ
ル ク ト ー ス ， グル コ ー ス で は 分解陽性率が 100％， ガ
ラ ク ト ー ス ， マ ン ノ ー ス で は 分解陽性率 が 0％ を 示
し， 糖分解反 応の 判定基準 と して pH O．5法が最も適
して い る こ とが わ か っ た く表 31．
続 い て ApH O．5法 を 用 い て， ま ず 病原性 C わざ如 ，
2群 の Cわざオr才d言祝研 頭O r閥eプIe5の 鑑別性状
Table 4■ Re－ e V alu atio nby the ApH O．5 m ethod of fer mentatio n cha r a cters ofthe sugar s





Nu mbe r of
Specie s
Suga rfe r m e nted by stated ％ ofstr ain
室90％ 11 － 89％ 雲10％
C 頭ロブてge 乃eS 30 M altose
SorbitoI
Su cr o se
Trehalo se
Salicin R ha m n os e
C－
t豊呂望l蟹篭， F 31 M alto se 監禁e M elibio se
C soYdellii 26 Fru cto s e No ne Arabin o se
Ribo s e Raffin o s e
Xylo se
C． 占酵円形g習ゎ乃S 21 Fru cto s e
M an n o se
Ribo s e
Sorbitol
No n e Xylo se
C． PediinBe n S 20 Ra伍n o se In ulin DulcitoI
Ribo s e Salicin
Trehalo se





Su cr o se
Tr ehalo se
Ino sitoI Am y gd alin
Arabino se
Gala cto s e
C cha u v oei 25 No n e No n e Cellobio se
Dulcitol





No n e No n e
ホ Ea ch strain w a stested 丘v etim e s．
diu m 7種の Be rgey
，
s m a n u alに お い て L Ld
，，
と記載
されてい る 42 の糖分解性状くグリ セ ロ ー ル を除く1 に
つ い て再検討 した ． 各薗株に つ い て糖分解試験 を5 回
線り返 して ， そ の 合 計 の 陽性率 を求 め， Bergey
，
s
m an ualに準 じて 十 ， d， － で表示 した． そ の結果，42 の




の い ずれ かに 載然 と整理 され ， 同定 の鑑別性状 と
なり得る こ とが わ か っ た く表 4ン． こ の う ち C． 申0 和 一
が 乃eぶに おい ては 6の 糖 肘犬の うちサリ シ ン を除 い てす




に 区分され た． こ の こ と は用 い
た他の 菌執 すな わ ち C． botulin u m A， B， F 塾， C．
ぶ口頭e聯， C． ゐ殖 珊 e乃由 乃S， C． 少eて桁ク曙g乃ぶ， C． 摘 録 －
gオ乃祝桝 E 塾
， C． c勉祝クO g乙 C． ぶ勿 如 鋸椚 に お い て も観察
された． なお， 依然 一甘 ， と して残 され た も の に つ い て，
特に C 帥 聯 乃 俗 に お い て は 被験 30株全株 が 5 回
の 試験の う ち 1 へ 4 回分解陽性 を 示 し た． す な わ ち
t
廿， と判定され た糖分解性状 は， 各薗種 に お け る菌株
間の 相違 に よる も の で はな くて ， む しろ Str ainin sta－
bilityく同 一 薗株に お い て性状が不安定な こ とl に よ る
場合が多い こ と が わ か っ た．
H ． C． ゆ 0叩gg乃e5 I型 菌， 工工型 菌の糖分 解性状
以 上 の事実 に 基づ き C． 車O r聯 犯どぶ の糖分解性状を検
討し た． 先ず， 工 型 ，工工型菌か ら それ ぞ れ無作為 に 10株
を選 ん で ， 32種類 の 糖 に 対す る分解性 を検討 した 結
果， セ ロ ビ オ ー ス ， シ ュ ク ロ ー ス 分解性 に お い て ， 工
型， H 型菌の 間 に 善が認 め られ たの で ， こ れ らの 2種
類の 糖 に 対 す る分解性 を被験62株全株 に つ い て検 討
したく表51． 工型 菌と工1型菌と は互 い に セ ロ ビオ ー ス
分解性 に つ い て 顕著に 異な っ た ． す なわ ち， 王型 菌 21
株全株が分解陽性で あ っ たの に対 して，王I型薗41株中
セ ロ ビオ ー ス 分解陽性株はわ ずか 6株 く15％1 に過ぎ
なか っ た
．
こ のう ち工工塾菌 に お い ては胞子 形成の 認め
られ た菌株 8株中5株 く63％1 が セ ロ ビオ ー ス 分解 陽
性株 で あ っ た の に 対 して， 胞子形成の認 めら れ なか っ
978 塩
Table 5． Cellobio s e a nd s u c ro s efe r m e ntatio n oftw oty pe s of Clostridiu m silO rt7ge n eSisolated






No． of c ellobio se
fe r m e ntatio n－
positiv e
Strain sく％J
No ． ofstrain s sho wingfe r m e ntatio n
r e a ctio n ofs u c r o se
ヰ
＋
工 21 21 く100ン




， ApH くthe pH diffe r en c eb tw e e n cult re s with a nd witho ut suga rlく0．5i 十， 0．5宣 ApH く1．0ニ
廿， 1．0室dpK
Table 6． Lytic a ctivity again st Clostridiu m botulin u mA －190and mito mycin C su s c eptibility oftw o










No． of strainsく％Ise n sitiv e




工 21 21く100フ 4 く19．01 14く66．7う 3く14．3J
H 41 4 く9．8J 16く39，0ン 3く7．31 22ほ3．71
． Lytic activity against C． botulin u mA－190str ain ． Se e m ethods s e ctio n．
．．
1 h O Dredu ctio n去0．20i ＋ ， 0くO Dr edu ctio nく0．20三 －T ， n OO Dr edu ctio n．
た菌株で は， 33株 中わ ずか 1株 く3％コ が セ ロ ビオ ー
ス 分解陽性株 に過ぎず， セ ロ ビオ ー ス 分解性状 と胞子
形成と の間 に密接 な相関が み られ た ． シ ュ ク ロ ー ス 分
解に つ い て は， 工型菌 21株中4株く19％う の みが 分解
強陽性を示 したが， 工王塾菌 41検中 34株 く83％フ が分
解強陽性株であっ た．
汀 ． C． 申 の 聯 乃 俗 I 型菌， H型 菌の 生 物学的性状
1 ． 増殖 度
工型 薗， 甘型菌か らそ れ ぞ れ 5株 を無作為 に 選 び，
T Y G培地に お け る増殖度 を 比較 した 結果， 工型菌 は
H型菌に 比 して明確 に良好 な増殖度を示 した ． す なわ
ち O D58 0 n mの最高値 は I型薗で は 約 1．5 を示 した の に
対 して， 工王塾薗で は 1． 0 以下で あ っ たく成績略コ． 両型
菌 とも培養 2 日目以 降 OD5 60 nm が 著 しく 減少 し， 自 己
融解の著 しい こ とが わ か っ た
2 ． マ イ ト マ イ シ ン C感受性
マ イ ト マイ シ ン C 添加こより OD 減少が認 め ら れ た
菌株く以下 M C感受性株 と呼ぶうは， 工型 菌21株中18
株く86％つ， 工王型菌41株中 19株く46％Iで あ っ た ． M C
感受性株 のうち で O D減少が 0．20以上 を示 して M C
感受性の高 い 菌株 の割合 は ， 工型 薗 に お いセは 18株中
4株 く22％1 であっ た の対 して， H塾薗に お い て は 19
株中16株 く84％I であっ た く表 6I．
3 ． C と肌 加紡 は 刑 A －190 に対す る溶薗活性
被験 62株全株に つ い て， C． ろ0オ祝肋7 祝刑A－190に対す
る溶薗活性 の 有無 を検討 した 結果， 工塾菌全株とも C
お 血働 肋 間 A －190に 対 し強い 溶菌活性 を示 したの に対
して ， 工工型 菌で は わ ずか 4株 く10％1 の み が溶薗活性
を示 し た く表 6う． な お こ の 4株 のう ち 3株 はセ ロ ビ
オ ー ス 分解陽性株 で あっ た
．
考 察
Clo stridia の 糖分解試験 に 際 し て， 培養中 に pH
指示 薬が還元， 脱色さ れ る た め に ， こ れ を予 め培地に
加 え て培養途中の pH 変化が観察 で き ない ． こ の ため
に最終判定時の 酸度に の み基づ い て糖分解反応が判定
され てい る が， 特 に 蛋白分解性の 強い 菌種 に お ける糖
分解成績が各研究者に よ り著 しく異な っ て いるの が 献
で ある． こ の 原因 と して ， 使用培地， 培蓑時間， 培養
法， 判定基準な ど の 諸術式が各研究者により異な っ てい
る こ とが 考え られ るが ， 最大 の原因は培養最終pH が
あ る 一 定の pHく通常 pH 6．Ol 以下を示 した場合 に分解
反応陽性 と す る 判定法 に あ る と 思 わ れ る． Bergey
，
s
m a n u a16Iに は糖分解試験の 術式， 判定 法は記載されて
い な い
． 各菌種 に は標準株 くrefe r en c e str ainlが同定
の便宜 の た め に設 け られ て お り， 培養条件， 判定法の
2群 の C わぶfr才虎視椚 中ロr 聯 乃gSの 鑑別性状
相違に よる混乱が避 け られ る よう に 配慮さ れ て い る に
過 ぎ な い ． C D C Labo r ato ry m a n u a1
7 や V PI
Anaer obe Labo r ato ry m a n u al
Bl く以下 V PIm anu al
は被験培養液の 最終 pH が 6－0 以下 を糖分解反応陽性
とみ なすよ う に 推薦 して い る． V PIm anu al は操作の
煩雑な pr e．redu ced 法を使用 して い るが ， pr e， r edu ced
法は嫌気要求度の 高 い 無芽胞嫌気性菌 に は確か に 必要
であるが， Clo stridia に は必 ずしも必要 で はな く， む し
ろ培地の 強い 綬衝能 の た め pH 変化が表わ れ に く く，
分解能が弱い 場合は分解反応陰性と判定 され 易い 問題
点がある． ま た Be rgey
，
s m a n u al で用 い られ て い る
l
甘
， の代わ り に ， V PIm a n u alに お い て は糖分解性状
の記載に
－f＋－，，， －く － ＋ ，， ， 一 し W ，， ， 一一 w－，，などの 記号 を用 い
てい る． しか しなが ら ， あ る
一 定の pH 値以 下 を分解陽
性とする従来か らの判定で は， ペ プ トン の 種類や検討
した菌種 に よ り， 培地の 酸性化ある い は ア ル カリ 化の
度合が著しく異な る こ とか ら， 正 確な成績 を得る こ と
は困難で あ っ た ． しか し なが ら， 糖を加 え な い 基礎培
地培養液と被験培地培養液と の pH 差が 0．5 以上 を分
解陽性の基準くApH O．5法ン と した場合， 多 くの ペ プ
トン培地に お い て 糖分解反応を正 しく判定 で きる こ と
が本研究 にお い て判明 し た． 牛 鳴ら91も 同様 に pH 差
に注目して， い くら か の 無芽胞嫌気性菌 を用い て5pH
O．35 を判定基準と して い る． V PIm a n u a18りこお い て も
従来から の方法 に よ っ て判定が困難な場合 に は， 基礎
培地培養液と被験培地培養液との pH 差が 0．3以上 を
判定基準とす る様に 記載 され て い る ． しか しな が ら 多
教の clo stridia を用い た今 回の 検討 に お い て ， ApH が
0．3 を判定基準と し た場合 に は誤 っ て 分解反応陽性
く偽陽性1 と判定さ れ る菌株が相当数出る こ と， さ ら
に各薗種 に つ い て糖 を加 えな い 基礎培地 を 2本づ つ 用
いた時， こ れ らの 培養液の間に は最大 0．3近 い pH の
遠いがあ っ た こ と か ら ， Clo stridia に お い て は糖分解
反応の判定基準と して は，0．3 あ るい は 1．0 よりも 0．5
が適して い る と考 えられ る． C． 車 0，聯 乃gぶはい か な る
糖も分解しな い と佐 々 木1 0l， W inklell，，Zeissler ら121は
述べ てい るが， 近年の研究者1引川 は本菌 が い く つ か の
糖を確か に 分解す る と述 べ て い る ． こ れ らの 矛盾 した
成績は， 異な る培地 を用 い て， 特に 一 定の pH 値以下 を
分解反応陽性 とす る判定法 を用 い た場合 に は， 容易に
起こる こ とと思 わ れ る． C 蝕め克助 憫 属 に おい て は， 菌
種によ り各性状 は著 し く 異 な っ て い る の で ， Pr如 ot
ら1引は C わぶわ 磁 び 肌 属 を 10属に 区分 し て い る く ら い
である
． さ ら に 各菌種 に お い て も菌株間に 生物学的性
状の 著しい 多様性が み られ る が， こ の う ち耐熱性と生
化学性状の 多様性に 関 して は著者の 研究室か らい く つ








と記載 されてい る42の 糖性
状は ， 従来は 同定の 鑑別性状と して は実際上使用 で き
ない も の で あ っ た
． 今回， 多数の 薗株を用 い ， 糖分解
試験 を 5 回繰 り返 して ， ApH O．5法で 再検討 し た 結
果， 36く86％フ の 糖性状が ＋， あるい は 一 に載然 と判
定さ れ， 新た に 鑑別性状 と して用 い 得る こ とが わ か っ
た ． 以 上 の こ とか ら， Clo stridiaの 糖分解試験 に 際 して
ApH O．5法を判定基準 とす る こ とに よ り， 不正 確な 判
定をな く す とと も に ， 遺伝学的に 近縁な菌群の 鑑別の
た め の 鑑別性状 が得 られ る こ と か ら， ム夕方 O．5法 は
clo stridia の 糖分解試験 に有用 と考え られ た．
缶詰由来の C． 帥 抑 喝 靴 都 工塾薗， 廿型菌の 間に は
D N A－D N A相同性 で約30％の差 が あ る こ と， お よび
生物学的性状と して は コ ロ ニ ー 形態， 耐熱性， 胞子 形
成能が異 なる こ と は既に 報告し た11． 今回 新た に 増殖
度， セ ロ ビオ ー ス お よび シ ュ ク ロ ー ス 分解性， マ イ ト
マ イ シ ン C 感受性， C． わね働 勒 脚 A －190に 対す る溶
菌活性な どの性状が両壁間で異な る こ と を明らか に し
た． 細菌 の 性状 に 関 して， 同 一 薗種で あり なが ら， そ
の 由来場所， 分離条件 に よ り分離菌株 の諸性状が異な
る こ と に つ い て はい く つ か の報告が あ る 川
一 川
． 今回検
討 した C． 頭 0ナ聯 乃gぶ1型菌， II 型菌はそ の分離さ れ
た食品由来 を異 に す る傾向がある． す なわ ち， 工型菌
21株中， 2株 く10％う が獣肉由来， 8株く38％1 が魚肉
由来の菌群 で あ っ た ． こ れ に 対 し て H型菌41株中
18株 く44％う が獣肉由来で あ り， 魚肉由来株 はわ ずか
に 4株 く10％1 に過ぎな か っ た ． 貞， 甲穀類， ある い
は野 菜， 果物類か ら の分離率 は 工型菌， H型菌 で は ほ
ぼ 同程度であ っ た ． こ れ ら の食品 を構成 した動物 ， 植
物な どの 生物体 を経由す る こ とに よ り， 異な っ た 薗型
が選択され た も の と考え られ る ．
胞子形成の 認め られ た 工型 菌全株， お よ び工工塾菌の
う ち， 胞子 形成の 認 め られ た 8株中5株 く63％う が セ
ロ ビオ ー ス を分解 したの に 対 して ， H塾菌のうち胞子
形成 の 認 め られ な か っ た 33株 に お い て はわ ずか 1株
く3％Hノ か セ ロ ビオ ー ス を分解 しな か っ た こ と か ら，
セ ロ ビオ ー ス 分解能 と胞子形成能と は密接 に 関連 して
い るよ う に 思わ れ た． しか しな が ら C． 如 妙趣 瑚 に お
い ては胞子 形成の認 め られ な い 菌株 に セ ロ ビオ ー ス 分
解陽性株が多い こ とか ら， こ の 関係 は菌種毎 に異 な る
よ う に 思 わ れ た ． な お， セ ロ ビ オ ー ス と 同様 に 周一
glu c o side 結合 を有す る エ ス ク リ ン， サ リ シ ン分解能
に 関 し て， 両 型 間 に 善 が み ら れ な か っ た こ とか ら周一
glu c o sida seの 有無 で は な く， 基質特異性に 善が あ る
もの と 思わ れ た ．
C． 頭0叩 gg 乃邸 工王塾菌 は， 工塾 薗よ りも増殖度が不展
で， 培養 2 日目以降の自己融解が激 しく， さ ら に マ イ
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ト マ イ シ ン C に対 す る感受性 が高 く溶菌 の度合 の 著
しい 菌株の割合が高か っ た ． 前報りにお い て， C． 卸 0 粋
が柁gぶII塾薗は 工塾菌に 較 べ て， 胞子形成 は貧弱 で あ
るが， 耐熱性 の強い 胞子 を形成す る こ と を明 らか に し
たが ， An e m aら 抑 は C． 砂 卯 喝 闘 闇 にお い て， 栄養型
細胞 の自己融解が激 しい 時 に ， 耐熱性の強 い 胞子 が形
成さ れ易い と述 べ て い るが ， 著者 は こ の点 を確認 した．
以上 の こ とか ら， C 頭 即 閥 細 お 工型薗， 工工型菌 は， コ
ロ ニ ー 性状， 耐熱性， 胞子 形成能 に加 え て， セ ロ ビオ ー
ス 分解能， C． 如 加助 川 制 A－190に 対す る溶菌活性， 液
体培地 にお ける増殖度な どの生物学的性状に お い て，
互い に 明確 に異な る菌群である こ と を著者は明 らか に
した ．
枯 論
缶詰由来の Cわ5fガ成鋸 桝 ゆ 0和 郎兜g5工型菌 くC． 頭0 牲
gen esに 特徴的な
一L
M edu sahe ad
，，
の コ ロ ニ ー を形成
す る菌群I と ， 同H型菌 く不整円型ある い は円形ボ タ
ン状 で s m o oth型 の コ ロ ニ ー を形成す る 菌群ン の鑑別
性状を求 めて， 糖分解能 を は じ め とする生物学的性状
を検討 した ． こ の際 に教室保存 の C． 申O r聯 乃e ざ30株
く一一M edu s abe ad，，の コ ロ ニ ー を示 すう を用 い て， 糖分
解反応の術式， 判定基準 に つ い て ま ず検討 し， さ ら に
著者の新 しい 判定基準 に 基 づ い て 2群 のC 砂O r聯 乃g ざ
の糖分解能 を検討 し， 以下の 結論を得 た．
1 ． C 坤0，聯 乃gぶ30株 の平均最終 pH は， 用い た ペ
プ ト ン の種類 に よ り著 しく異 な っ た ． したが っ て糖分
解反応を判定す る際に， 最終 pH が 6．0以下 を示 した
場合を分解反応陽性 とす る従来の方法で は， ペ プ ト ン の
種類 によ り成績は著 しく変動 した． こ れ に 対 して 糖を
加 えた場合 と加 え な い 場合 の 培養液 の最終 pH の 差
仏pHう を 判定 基 準 と し て， ApH が 0．5 の場 合
くApH O．5法う に ， い ずれ の 基礎培地 にお い て も糖分
解反応 は正 しく判定され た ．
2 ． こ の方法の有効性は， 病原性ク ロ ス トリ ジ ア7種
180株 を 用 い て， Be rgey
，




く1 トレ89％の菌株が陽性うと記載さ れ て い る 42の 糖分
解性状を再検討 し， 確認 さ れ た． こ の う ち 36く86％I
の糖性状が同定に際 して新 たな 鑑別性状と な り得た．
3． こ の事 実を基礎 と して ， ApH O．5法 に よ り， C．
郎Or曙ど乃gぶl型菌， H型菌 の糖分解性状 を比較 した 結
果， セ ロ ビオ ー ス ， シ ュ ク ロ ー ス 分解能で差 が認 め ら
れ た． 工型菌 に お い て は 21株全株 が セ ロ ビオ ー ス 分解
陽性株であっ たの に対 して， 口 型薗に お い て は 41株中
6株く15％うが セ ロ ビオ ー ス 分解陽性株 に と どま っ た ．
4 ． C 頭 O r聯 乃eざI型菌， H型菌 の間 に 増殖度， マ
イ ト マ シ ン Cに 対 す る感受性 に 差が 認め られ た． また
C 丘刷加蜘川 制 A －190に 対 し て， 工型薗全株が強い 溶菌
塩
活性 を示 した の に 対 して ， H型薗 41株 で は わずか4株
く10％う が溶薗活性 を示 した に 過ぎな か っ た ．
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Abstra ct
The pr e s e nt study w aspu rs u ed to in v estigate the diffe re ntial c rite ria betw e e nthe u mbo n ate
a nd rhiz oidalc olo ny－fo r ming strain sくc olo ny－ty PeIJa ndthe c o n v e x， Circ ula r a nd srn o oth c olo ny－
fo r ming str ain sくc olo ny－ty Pe 椚 of Clo stridiu m spo r oge ne sis olated fr o m c a n n ed fo ods． Atfir st，
the optim al c o nditio nfo r e v alu atio n ofs ugarfe r m e ntatio n r e a ctio nby clo strid ia w asin v estigated
by u sing eight diffe r e nt bas al m edia a nd 3 0str ain s of C－ SPO rOge ne SくCOlo ny－tyPe－lstocked in o u r
labo r ato ry． suga r fer m e ntatio n w a s c o rr e ctly e v alu ated in a ny ba s al m edia by the ApH O．5
method in which the pH diffe r e n c e ofO ．5 betw e e n c ultu r e s with a nd without s uga r w a sthe
Critic alle v el． T he ap plic ability ofthe ApH O－5 m ethod w a s c o nfir m ed by u sing 17 5strain s of
eight spe cies ofpathoge nic clo stridia ． Allofthe ty pe－I str ain s of Cspo roge n e sfe r m e nted c e1lo －
bios e， W her ea s o nly 6り5％Jstrain s of ty pe一 正 did－ Allofthe ty pe－I str ain s sho w ed str o nglytic
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a ctivity again st C＋botulin u m A －1 9 0str ain ， W he re a s o nly 4く1 0％Jstr ain s of ty pe－ Hdid． Gr owth
in liquidm edia w a s m o r e abu nda nt in the ty pe
－I str ain stha nin t he ty pe －IIstr ains． From these
res ults， the diffe rential crite ria betw e e nthe tw oty pe s ofC spo roge n esfro mca n n ed fo ods w ere
a s follw si C ellobiose fer me ntation cha r a cte r， 1ytic a ctivity again st C． botulin u m A －1 90 str ain ，
gro wthabilityin liquid m edia，in ad dtio nto t he d iffe r e n c e s of c olonialprope rties， he at r esistanc e
and spo r ulatio nfrequ e n cy．
